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肿瘤标志物质控血清的研制及其初步应用
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　　摘　要：目的　研制一种可用于临床肿瘤标志物检测的液性质控血清。方法　利用冷冻血清在溶解过程中自然分层的原理，

用日常检测血清为原料，３０％乙烯乙二醇（ＥＧ）作稳定剂，制备肿瘤标志物［甲胎蛋白（ＡＦＰ）、癌胚抗原（ＣＥＡ）、糖类蛋白１２５

（ＣＡ１２５）、ＣＡ１５３、ＣＡ１９９］高、低二水平，以及前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）、神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）、β绒毛膜促性腺激素（β

ＨＣＧ）、ＣＡ７２４、ＣＹ２１１高、中、低三水平的液性质控物，以美国ＢＩＯＲＡＤ公司的定值冻干质控物为对照，对不同水平液性质控

物血清的稳定性进行评价。结果　自制质控血清和ＢＩＯＲＡＤ质控物检测结果比较，二者呈正相关（犘＞０．０５），且变异系数犆犞％

均小于１５％。结论　自行研制的液性质控血清具有时间稳定性良好，重复性好，成本低等优点，有推广于临床应用的潜质。
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　　国外有一些学者开始进行液性质控物稳定性的研究
［１］，国

内也已有人报道自制质控血清在临床生化检验和临床放射免

疫检验中得到良好的验证和使用［２６］。但在电化学发光免疫方

面的肿瘤标志物质控物研制则较少报道。因此建立一种制备

便宜、简便的质控物方法和研制出性能稳定、价格低廉的液体

质控血清用于电化学发光免疫有其重要的现实意义，能减轻基

层医疗单位的经济压力使质量控制工作真正落到实处。另外，

商品化质控品一般只有高、低两个水平，如能自制一种稳定性

高的中水平液体质控品，则更可反映日常样品的检测浓度范

围，质量控制的效果将会更好。

本实验采用冷冻血清复溶过程中自然分层的原理建立一

种简便、经济的质控血清制备方法，利用废旧血清为原料，选用

３０％乙烯乙二醇（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＥＧ）为稳定剂来制备肿瘤标

志物液性质控物，它具有与血清的性状一致、不需复溶、成本低

廉等优点，可作为室内质控物。

１　材料与方法

１．１　仪器　ＲｏｃｈｅＥ１７０电化学发光仪（德国罗氏公司），ＡＣ

ＣＥＳＳ２全自动微粒子化学发光免疫分析系统（美国Ｂｅｃｋｍａｎ

ｃｏｕｌｔｅｒ公司）。

１．２　试剂与仪器　ＥＧ为国产分析纯试剂。肿瘤标志物测定

试剂采用德国罗氏诊断有限公司试剂，相关批号：甲胎蛋白

（ＡＦＰ）１５０００２０２、１５０００２０３；癌 胚 抗 原 （ＣＥＡ）１５０４９５０１、

１５０４９５０２；糖类蛋白１２５（ＣＡ１２５）１８１２８７０３；ＣＡ１５３１８２０７１０２；

ＣＡ１９９１８０６５４０３；ＣＡ７２４１５４２３６０２；ＣＹ２１１１５４６０５０１；神经元

特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）１５１２７００２；前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）

１５１６６４０２。美国贝克曼库尔特有限公司试剂，相关批号：β绒

毛膜促性腺激素（βＨＣＧ）８２７７２５。以ＢＩＯＲＡＤ公司生产的

“ＬｙｈｏｃｈｅｋＴｕｍｏｒＭａｒｋｅｒＣｏｎｔｒｏｌＬｅｖｅｌ１＆Ｌｅｖｅｌ２”冻干质控

物中 ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５３、ＣＡ１９９的浓度，“Ｌｙｈｏｃｈｅｋ

ＴｕｍｏｒＭａｒｋｅｒＣｏｎｔｒｏｌＬｅｖｅｌ１、Ｌｅｖｅｌ２＆ Ｌｅｖｅｌ３”冻干质控物

中ＣＡ７２４、ＣＹ２１１、ＰＳＡ、ＮＳＥ、βＨＣＧ的浓度作为制备质控

血清的参考标准。

１．３　液性质控物的制备　质控物制备方法参照文献［７］。具

体方法为根据每日检验结果，除黄疸、乳糜血、溶血和 ＨＢｓＡｇ

（＋）标本外，收集当日送检标本的剩余阳性血清，冷冻保

存（－８０℃）。当血清收集到一定量时，于４℃缓慢解冻、混

匀，过滤以去除血清中胶冻状的聚集物，再行乙肝表面抗原、丙

肝抗体和 ＨＩＶ抗体检测，结果阴性后，于－２０℃储存２周，再

于４℃静置解冻２４ｈ，勿摇动。高、低二水平质控物的制备：小

心取出容器中上１／２液体到另外的容器中，将用于低水平质控

物的制备；剩下的１／２用于高水平质控物的制备。高、中、低三

水平质控物的制备：小心取出容器中上１／３液体到另外的容器

中，将用于低水平质控物的制备，中间的１／３用于中值水平液

体质控的制备，剩下的１／３血清将用于高水平液体质控物的制
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备。将容器中的血清分别混匀，冷冻储存（－２０℃）１周后，静

置于４℃解冻２４ｈ，小心移去各容器中３０％的上清液，用等量

３０％ ＥＧ补入，混匀，制成３０％ＥＧ液性质控物，最后制备成

高、低二水平的３０％ＥＧ 液性质控物（ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、

ＣＡ１５３、ＣＡ１９９）和高、中、低三水平的３０％ＥＧ 液性质控物

（ＣＡ７２４、ＣＹ２１１、ＮＳＥ、ＴＰＳＡ、βＨＣＧ）。将制备好的各水平

质控物离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）后，以２５０μＬ为单位分装到

ＥＰ管中，于－２０℃储存。

１．４　观察指标　每日随机取２种或３种浓度水平的质控物各

１份，取出室温静置０．５ｈ，平衡至室温后，与日常标本一同上

机检测，记录数据。在分析液性质控物的稳定性期间，以美国

ＢＩＯＲＡＤ定值冻干质控物为对照。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件包和Ｅｘｃｅｌ２００３进行

统计学分析，采用配对狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

将分装的自制液性质控物与日常标本一同上机检测，并对

数据进行统计学分析，分别求出平均值、标准差（犛犇）、变异系

数（犆犞％），并与美国ＢＩＯＲＡＤ冻干质控物日常质控实测值的

对比，并对各自制液性质控物分别与ＢＩＯＲＡＤ质控的值作配

对狋检验，得出的结果差异均无统计学意义（犘＞０．０５），说明的

自制液性质控物和ＢＩＯＲＡＤ相关性良好，同时也说明了自制

液性质控物的稳定性良好。见表１、２。

表１　　自制高值和低值两水平质控与ＢＩＯＢＡＤ实测值的对比（ｎｇ／ｍＬ）

项目
高值

均值 犛犇 犆犞（％） 狋 犘

低值

均值 犛犇 犆犞（％） 狋 犘

ＡＦＰ

　自制质控 １０２．８６ ２．７５ ２．６６ １．６８１ ０．１０７ ２０．９４ ０．６０ ２．８８ １．７２１ ０．１３１

　ＢＩＯＲＡＤ １１９．３３ ３．５５ ２．９７ ２４．２０ ０．９８ ４．０６

ＣＥＡ

　自制质控 ２４．１７ ０．７９ ２．６６ １．８１４ ０．２１２ ４．０１ ０．１２ ２．９９ １．６９８ ０．１３１

　ＢＩＯＲＡＤ ２９．０９ ０．９４ ３．２４ ３．８４ ０．１９ ５．０４

ＣＡ１２５

　自制质控 ８４．７０ １．１９ １．４０ １．９５８ ０．３３１ ３０．７７ ０．９８ ３．１８ １．８５４ ０．２６１

　ＢＩＯＲＡＤ ８３．３３ ６．２５ ７．５０ ２４．９２ ０．７８ ３．１４

ＣＡ１５３

　自制质控 ８３．６６ １．３０ １．５５ １．７５６ ０．１２４ ２７．８０ ０．８２ ２．９５ １．７９９ ０．１７９

　ＢＩＯＲＡＤ ８３．３３ ６．２５ ７．５０ ３１．２９ ４．２６ ９．６１

ＣＡ１９９

　自制质控 ４３．３４ １．１２ ２．５８ １．８０１ ０．２０２ １３．６８ ０．４９ ３．５５ １．８１２ ０．２０６

　ＢＩＯＲＡＤ ３８．９０ １．０５ ２．７０ １５．５４ １．１６ ７．４８

表２　　自制高值、中值和低值三水平质控与ＢＩＯＢＡＤ实测值的对比（ｎｇ／ｍＬ）

项目
高值

均值 犛犇 犆犞（％） 狋 犘

中值

均值 犛犇 犆犞（％） 狋 犘

低值

均值 犛犇 犆犞（％） 狋 犘

ＣＡ７２４

　自制质控 １２．２２ ０．６１ ５．００ １．７２８ ０．１１７ ８．５２ ０．４０ ４．７４ １．７５２ ０．１２１ ４．２１ ０．２４ ５．７７ １．７２５ ０．１１７

　ＢＩＯＲＡＤ １５．１０ １．６０ １０．６０ １３．８８ ０．８７ ６．３１ ４．６０ ０．４８ １０．３３

ＣＡ２１１

　自制质控 ２３．５２ ０．４９ ２．１０ １．７１３ ０．１１３ １５．３９ ０．２９ １．８６ １．６９１ ０．１１０ ７．８７ ０．２８ ３．６５ １．９２８ ０．３０１

　ＢＩＯＲＡＤ ３０．８３ ３．０８ １０．００ １８．６８ １．４６ ０．７７ ３．９４ ０．３９ ９．９０

ＮＳＥ

　自制质控 ３４．９９ １．５０ ４．３０ １．８１１ ０．２１４ ８．５６ ０．３３ ３．８７ １．７３０ ０．１３２ ２．０７ ０．０３ １．４２ １．８６２ ０．２３２

　ＢＩＯＲＡＤ ２２．０３ ２．４３ １１．０２ １０．５６ ６．３０ ７．３１ １．０３ ０．０４ ３．９７

ＰＳＡ

　自制质控 ２８．５９ ０．６８ ２．３９ １．７２１ ０．１１５ ９．８０ ０．２１ ２．１８ １．８４４ ０．２２３ ２．４８ ０．０４ １．６３ １．６８７ ０．１０６

　ＢＩＯＲＡＤ ３７．１６ ２．５２ ６．７９ ５．８８ ０．１７ ５．９６ ２．３９ ０．１０ ４．０８

βＨＣＧ

　自制质控 ３４．４３ ４．７２ ３．５１ １．８１１ ０．２０４ ２０．１６ ０．６５ ３．２５ １．７７３ ０．１５６ ６．６２ ０．１６ ２．３５ １．８６９ ０．２２１

　ＢＩＯＲＡＤ １４０．００ ６．５８ ４．７０ １９．６０ １．３７ ７．００ ６．６６ ０．１９ ２．７９

３　讨　　论

在进行室内质量控制时，按照ＩＳＯ１５１８９的要求临床实验

室一般应同时使用至少两个浓度水平的质控物。实验室则遇

到的首要问题是质控物成本，尤其对肿瘤标志物质控品而言，

其进口质控物成本非常昂贵；另外，如要自行配制质控物将面

临如何配制高浓度质控物的问题。通常实验室在制备高水平

的质控物时需收集病情较重患者的血清，在实际工作中较难收

集到足够量的血清以满足室内质控的需求。为此，本项目利用

冰冻的液体物质在缓慢解冻后，其中物质浓度会产生由上至下

的梯度现象，设计了制备高低两水平和高中（下转第２５６１页）
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炎。在ＡＮＣＡ相关疾病性血管炎损害过程中，被活化的中性

粒细胞胞浆蛋白酶可致血管内皮损伤和细胞溶解。研究表明，

不同的ＡＮＣＡ类型和靶抗原往往与临床不同疾病相关
［１４］，其

中ＰＲ３ＡＮＣＡ与 ＷＧ密切相关，而抗 ＭＰＯ阳性则少见，活动

期的 ＷＧ患者其ＡＮＣＡ阳性率可达８０１００％
［１５］，本文中 ＷＧ

活动期阳性率为８７．５％，ＡＮＣＡ 相关性血管炎病阳性率为

９３．７％，与文献报道相同。

随着ＡＮＣＡ所识别的靶细胞抗原不断增加，与其相关的

疾病也不断被发现。因此用ＩＩＦ和免疫印迹法两种联合检测

ＡＮＣＡ更加可靠、客观，同时提高ＡＮＣＡ的检出率。不同的荧

光模式和不同的靶抗原对疾病诊断和鉴别及预测具有重要的

意义。

参考文献

［１］ｋａｌｌｅｎｂｅｒｇＣＧ，ＭｕｌｄｅｒＡＨ，ＴｅｒａｅｒｔＪＷ．Ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓ

ｍｉｃａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｓｔｉｌｌｇｒｏｗｏｎｇｃｌａｓｓｏｆａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｅｓｉｎｉｎｆｉａｍｍａ

ｔｏｒｙｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＡＭＪＭｅｄ，１９９２，９３（６）；６７５６８２．

［２］ 马洪升，欧阳钦．抗中性粒细胞胞浆抗体及其与溃疡性结肠炎的

关系［Ｊ］．四川医学，１９９９，２０（３）：１６８１７１．

［３］ 鲍春德。提高抗中性粒细胞胞浆抗体相关性血管炎的诊治水平

［Ｊ］．上海医学，２００８，３１（１２）：８３７８４０．

［４］ 仲人前，范列英．自身抗体基础与临床［Ｍ］．北京：人民军医出版

社，２００６：９５．

［５］ 徐三荣，林庚金．溃疡性结肠炎与抗中性粒细胞胞浆自身抗体

［Ｊ］．国外医学生理、病理科学与临床分册，１９９８，１８（３）：１７３１７６．

［６］ 李贵玲，郑岚，谢风等．两种方法联合检测风湿性疾病中 ＡＮＣＡ

的临床意义［Ｊ］．中国实验诊断学，２００８，１２（１０）：１２４９１２５１．

［７］ 曹建平，姜志明，张小晨．ＳＬＥ患者血清中可溶性肿瘤坏死因子受

体水平及意义［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２０００，１６（４）：３２９３３１．

［８］ 靳淑玲，王北宁．抗中性粒细胞胞浆抗体的检测方法及临床意义

［Ｊ］细胞与分子免疫学杂志，２００１，１７（６）：５９９６００．

［９］ ＳａｖｉｇｅＪ，ＧｉｌｌｉｓＤ，ＢｅｎｓｏｎＥ，ｅｔａ１．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｔａｔｅ

ｍｅｎｔｏｎｔｅｓｔｉｎｇａｎｄｒｅｐｏｒｔｉｎｇｏｆａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ（ＡＮＣＡ）［Ｊ］．ＡｍＪＣｌｉｎＰａｔｈｏｌ，１９９９，１１１：５０７．

［１０］Ｎｓｓｂｅｒｇｅｒ，Ｌ，Ｊｏｎｓｓｏｎ，Ｈ，Ｓｊｏｈｏｍ，ＡＧ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇａｎｔｉｅ

ｌａｓｔａｓｅｉｎｓｙｓｔｅｍｉｃＩｕｐｕｓｅｒｙｔｊｅｍａｔｏｓｕｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９８９，８６３６：

５０９

［１１］侯巍，惠艳．６５例系统性红斑狼疮患者抗中性粒细胞胞浆抗体的

检测分析［Ｊ］．地方病通报，２００５，２０（２）：９８．

［１２］李多孚，任莉平．抗中性粒细胞胞浆抗体的实验进展［Ｊ］．陕西医

学检验，１９９７，１２（４），６０６２．

［１３］ＬｅｉｄＲＷ，ＢａｌｌｉｅｕｘＢＥ，ＶａｎｄｅｒｈｅｉｊｄｅｎＩ，ｅｔａｌ．Ｃｌｅａｖａｇｅａｎｄｉｎａｃ

ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＣｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｙｔｈｅｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９３，２３（１１）；２９３９２９４４．

［１４］ＧｒｏｓｓＷＬ，ＣｓｅｍｏｋＥ，ＨｅｌｍｃｈｅｎＵ．Ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ａｕｔｏａｎｆｉｂｏｄｉｅｓ，ａｕｔｏａｎｔｉｇｅｎ，ａｎｄ，ｓｙｓｔｅｍｉｃｖａｓｅｕｌｉｆｉｓ（Ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．

ＡＰＭＩＳ，１９９５，１０３：８１．

［１５］ＲａｉＪＫ，ＷｅｉｎｂｅｒｇｅｒＭ，ＯｄｄｏｎｅＥＺ，ｅｔａ１．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｎｔｉｎｅｕｔｒｏ

ｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉｂｏｄｙｔｅｓｔｉｎｇｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＷｅｇｅｎｅｒ′ｓ

ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，１９９５，１２３（１３）：９２５．

（收稿日期：２０１３０２１９）

（上接第２５５８页）

低三水平质控物原料的方法，从而解决了实验室在制备中、高

水平质控物时遇到的困难。与此同时，液态质控物所使用的

３０％ ＥＧ，其价格低廉，且具有高渗和抗氧化性质，可防止细菌

生长和某些被测物的氧化，还能够降低自制液态质控物的凝固

点，减小了冻融对血清的影响［８１０］。在收集血清过程中，严格

按照标准进行样品收集，同时最后一步采用离心去除颗粒物的

方法以确保质控物的物理性状满足中国卫生部临床检验中心

对所配液性质控物的一般性状，如ｐＨ、细菌菌落数、吸光度和

基质效应等的要求。

从表１和２的数据可以看出，自制的质控血清在观察的时

间范围内是稳定的。在实验中，以ＢＩＯＲＡＤ冻干质控物作为

参照，自制的质控血清的标准差和变异系数与ＢＩＯＲＡＤ质控

的实测值相近，甚至有些项目比ＢＩＯＲＡＤ质控的更理想。在

自制质控血清和ＢＩＯＲＡＤ质控作配对狋检验，差异无统计学

意义，表明了两者的相关性良好，两者的ＣＶ％变化都在１５％

以内［１１］。从总的情况分析，自制液性质控物的标准差和变异

系数是比较理想的。但要制成一种稳定的质控品，还需要进行

更长时间的检测，以观察其时间稳定性。

综上所述，自制液性质控物取材于日常废旧的检测标本，

成本低，稳定剂价格低廉，容易购得。因此，自制质控品可以基

本替代昂贵的进口质控品，适合于各大、中医院的室内质控，也

特别适合于广大的基层医院使用。
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